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Erzeugung von Histondeazetylase-Hemmer-resistenten
Tumorzellen durch mehrfache Behandlung mit ansteigenden
Konzentrationen von Trichostatin A
Abstract
Histondeazetylasen-Hemmer gelten als viel versprechende Chemotherapeutika in der
Krebsbekämpfung, und einige davon werden bereits in den Kliniken eingesetzt. Kürzlich wurde gezeigt,
dass sowohl das Depsipeptid FK228 wie auch das Hydroxamsäurederivat SAHA eine Resistenz bei
Tumorzellen verursachen kann, was darauf hindeutet, dass möglicherweise Histondeazetylasen-Hemmer
neben ihrer nachweislich chemotherapeutischen Wirkung auch das Potenzial haben, Resistenzen zu
verursachen. Die hier vorliegende Arbeit bestätigt diesen Sachverhalt. Sie zeigt nämlich, dass durch
mehrfache Behandlung von Tumorzellen mit ansteigenden Konzentrationen von Trichostatin A (TSA)
eine Resistenz gegenüber TSA erzeugt werden kann. Darüber hinaus sind diese TSA-induzierten,
resistenten Zellen auch so genannt kreuz-resistent gegenüber SAHA and Valproinsäure (VPA). Im
Gegensatz zur vorher beschriebenen FK228-induzierten Resistenz ist die TSA-induzierte Resistenz -
wie auch die SAHA-induzierte Resistenz - nicht reversibel und scheint nicht mit der Expression der
„Multidrug Resistance“-Effluxpumpe (MDR1) zu korrelieren. Diese Resultate könnten auf einen
möglicherweise neuen, noch nicht beschriebenen Mechanismus der Resistenzentwicklung hindeuten,
der sich von demjenigen bedingt durch FK228 unterscheidet. Ein zweiter interessanter Aspekt, der aus
dieser Arbeit hervorgeht, betrifft das DNA Mismatch Repair (MMR)-Protein MLH1. Seine
Anwesenheit in der Zelle scheint nämlich die Resistenzentwicklung durch TSA zu verhindern, dies im
Gegensatz zur Resistenzentwicklung durch SAHA. Dies könnte auf eine neue, möglicherweise
MMR-unabhängige Funktion von MLH1 hindeuten. Diese neueren in vitro Erkenntnisse könnten -
sollten sie sich in vivo Studien bestätigen - klinische Bedeutung erlangen bezüglich des Einsatzes von
Histondeazetylasen-Hemmern im Kampf gegen Krebserkrankungen.
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Histondeazetylasen-Hemmer gelten als viel versprechende Chemotherapeutika in der 
Krebsbekämpfung, und einige davon werden bereits in den Kliniken eingesetzt. Kürzlich 
wurde gezeigt, dass sowohl das Depsipeptid FK228 wie auch das 
Hydroxamsäurederivat SAHA eine Resistenz bei Tumorzellen verursachen kann, was 
darauf hindeutet, dass möglicherweise Histondeazetylasen-Hemmer neben ihrer 
nachweislich chemotherapeutischen Wirkung auch das Potenzial haben, Resistenzen 
zu verursachen. Die hier vorliegende Arbeit bestätigt diesen Sachverhalt. Sie zeigt 
nämlich, dass durch mehrfache Behandlung von Tumorzellen mit ansteigenden 
Konzentrationen von Trichostatin A (TSA) eine Resistenz gegenüber TSA erzeugt 
werden kann. Darüber hinaus sind diese TSA-induzierten, resistenten Zellen auch so 
genannt kreuz-resistent gegenüber SAHA and Valproinsäure (VPA). Im Gegensatz zur 
vorher beschriebenen FK228-induzierten Resistenz ist die TSA-induzierte Resistenz - 
wie auch die SAHA-induzierte Resistenz - nicht reversibel und scheint nicht mit der 
Expression der „Multidrug Resistance“-Effluxpumpe (MDR1) zu korrelieren. Diese 
Resultate könnten auf einen möglicherweise neuen, noch nicht beschriebenen 
Mechanismus der Resistenzentwicklung hindeuten, der sich von demjenigen bedingt 
durch FK228 unterscheidet. Ein zweiter interessanter Aspekt, der aus dieser Arbeit 
hervorgeht, betrifft das DNA Mismatch Repair (MMR)-Protein MLH1. Seine 
Anwesenheit in der Zelle scheint nämlich die Resistenzentwicklung durch TSA zu 
verhindern, dies im Gegensatz zur Resistenzentwicklung durch SAHA. Dies könnte auf 
eine neue, möglicherweise MMR-unabhängige Funktion von MLH1 hindeuten. Diese 
neueren in vitro Erkenntnisse könnten – sollten sie sich in vivo Studien bestätigen – 
klinische Bedeutung erlangen bezüglich des Einsatzes von Histondeazetylasen-












Die DNA (=Deoxyribonucleic acid) liegt im Zellkern (Nukleus) von eukaryontischen 
Zellen in Form von Chromatin vor. Die Grundeinheit des Chromatins bildet das 
Nukleosom. Ein einzelnes Nukleosom besteht aus einem Komplex aus acht 
Histonproteinen – je zwei Moleküle der Histone H2A, H2B, H3 und H4 – und einem 
doppelsträngigen DNA-Molekül von ungefähr 146 Nukleotidpaaren, das als 
linksgängige Superhelix in 1¾ Windungen um das Histonoktamer gewickelt ist (Li, 
1975; Luger et al., 1997). Histone sind aufgrund ihrer zahlreichen ε-aminoterminalen 
Lysinreste basische Proteine. Dabei haftet die negativ geladene DNA infolge der 
elektrostatischen Wechselwirkungen an den positiv geladenen Histonproteinen. Die ε-
aminoterminalen Lysinreste der Histone treten im Nukleosom nach aussen hervor und 
sind so für verschiedenste Modifikationen wie Azetylierung, Methylierung und 
Phosphorylierung gut zugänglich (Jenuwein und Allis, 2001) (Abb. 1). Die einzelnen 
Nukleosom-Kernpartikel sind über Linker-DNA „perlschnurartig“ verbunden, deren 
Länge bis zu 80 Nukleotidpaaren betragen kann. An die Linker-DNA binden Histone 
vom H1-Typ, die an der Kompaktierung des Chromatins zu Strukturen höherer Ordnung 
beteiligt sind. Es wird zwischen Euchromatin (locker gepackt, hohe Genaktivität) und 
Heterochromatin (fest gepackt, fast keine Genaktivität) unterschieden. Während der 
Mitose und Meiose verwandelt sich das fadige Material des Chromatins in noch 










Abb. 1: Darstellung eines Nukleosoms, welches ein Histonoktamer (gelb) enthält, um welches 
sich die DNA (rot) wickelt. Aus dem Histonoktamer treten ε-aminoterminalen Lysinreste (blau) 
hervor. 
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2.2 Posttranslationale Modifizierung von Chromatin 
Durch die posttranslationale Modifizierung der ε-aminoterminalen Lysinreste der 
Histone durch Azetylierung, Methylierung und Phosphorylierung wird die 
transkriptionale Aktivität erhöht (Jenuwein und Allis, 2001). Die bei weitem häufigste 
posttranslationale Modifizierung ist die reversible Azetylierung der Histone. Es ist seit 
den 70er-Jahren bekannt, dass die Histone azetyliert werden können (Allfrey et al., 
1964; Pogo et al., 1966), doch wie dieses Gleichgewicht der Azetylierung 
aufrechterhalten wird, wurde erst viel später, in den 90er-Jahren, durch die Entdeckung 
der dafür verantwortlichen Enzyme erklärbar. Durch die Charakterisierung der 
beteiligten enzymatischen Aktivitäten konnten direkte kausale Zusammenhänge 
zwischen der Azetylierung einzelner Aminosäuren der Histone und entsprechenden 
molekularen Mechanismen in der Zelle hergestellt werden (Turner, 2000). Die 
Azetylierung beeinflusst die Ladung und Funktion der Histone, und dadurch wird auch 
die Verfügbarkeit der DNA für Transkriptionsfaktoren verändert (Grunstein, 1997). 
Durch die Azetylierung werden dabei auch diverse Non-Histonproteine, z.B. 
Transkriptionsfaktoren und Mediatoren für bestimmte Signaltransduktionen, modifiziert 
(Drummond et al., 2005). Die Histonenden modifizierenden Enzyme ermöglichen somit 
allen Proteinen, die an der Genexpression, Replikation und Reparatur mitwirken, 
schnellen und effektiven Zugang zu den dafür nötigen DNA-Sequenzen (Abb. 2). 
 
 
Abb. 2: Schematische Darstellung der Veränderung der Nukleosomenstruktur durch Histon-
modifizierende Enzyme. Durch die Enzyme wird die DNA um die Histone aufgelockert, und 




2.3 Azetylierung und Deazetylierung von Histonen 
Der Azetylierungsstatus von Histonen wird durch zwei Enzymgruppen reguliert. Die eine 
Enzymgruppe, genannt Histonazetyltransferasen (HATs), ersetzen positiv geladene 
Histon 
modifizierende 
Enzyme DNA-bindende Proteine 
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Aminogruppen der Histone durch ladungsneutrale Azetylreste. Dabei wird die 
Azetylgruppe von Azetyl-Coenzym A auf die ε-Aminogruppe der Lysine übertragen. Die 
positive Ladung wird neutralisiert und die Affinität der Histone zur DNA vermindert. 
Somit ist die DNA frei für Proteine und Transkriptionsfaktoren. Dadurch können Gene 
aktiviert werden, die die Differenzierung und die Apoptose von Zellen regulieren, wobei 
dies eine entscheidende Rolle für die Eliminierung von Tumorzellen spielt. 
Die andere Enzymgruppe bewirkt die gegenläufige Reaktion. Sie bewirkt die Hydrolyse 
der Amidbindung. Dabei wird als Reaktionsprodukt Azetat frei. Diese Enzyme heissen 
ihrer Funktion nach Histondeazetylasen (HDACs). Diese beiden Reaktionen sind unten 
schematisch gezeigt (Abb. 3). 
 
 





Die HDACs führen zu einer verminderten Gentranskription, zu einer verminderten 
Differenzierung, zu einer erhöhten Zellüberlebensrate und zu einer unregulierten 
Proliferation. Dabei wird von Studien bestätigt, dass die HDAC-Aktivität in Tumorzellen 
massiv erhöht ist (Roth et al., 2001; Senguputa und Seto, 2004; Drummond et al., 2005). 
Pogo und Kollegen postulierten schon bereits vor 40 Jahren, dass die posttranslationale 
Histonazetylierung mit der erhöhten transkriptionellen Aktivität in eukaryontischen 
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Zellen korreliert (Pogo et al., 1966). Im Folgenden konnte man wichtige Verbindungen 
zwischen dieser Chromatinmodifikation durch Histonazetylierung und der 
transkriptionellen Regulation herstellen. Hebbes und Kollegen haben festgestellt, dass 
hyperazetylierte Histone in bestimmten besonders aktiven Domänen des Euchromatins 
angereichert werden (Hebbes et al., 1988). Hypoazetylierte Histone hingegen 
akkumulieren in transkriptionell inaktiveren Regionen wie Heterochromatin oder im 
inaktivierten X-Chromosom der Säugetiere (Braunstein et al., 1993).  
Die HDACs werden aufgrund ihrer Struktur und Funktion üblicherweise in drei 
verschiedene Klassen unterteilt: Die Klasse I besitzt eine grosse Ähnlichkeit zum 
Hefeprotein Rpd3 (reduced potassium dependency 3) und enthält die HDACs 1, 2, 3, 8 
und 11. Die Klasse II, homolog zum Hefeprotein Hda1 (histone deacetylase 1), enthält 
die HDACs 4, 5, 6, 7, 9 und 10. Die HDACs der Klasse I und II sind zinkabhängige 
Amidohydrolasen, die im Zusammenspiel mit den entsprechenden Enzymen die 
Übertragung beziehungsweise die Abspaltung eines Azetylrestes an der ε-Aminogruppe 
der Lysine am N-Terminus katalysieren (De Ruijter et al., 2003). Die am wenigsten 
erforschte Klasse III, welche homolog zum Hefeprotein Sir2 (silent information regulator 
2) ist, und mit SIRT1-7 benannt wird (Frye, 2000), ist im Gegensatz zu den anderen 
beiden Klassen von NAD+ (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid) abhängig (Imai et al, 2000). 
Zusätzlich kann die Klasse III im Vergleich zu den anderen beiden Klassen nicht durch 
Trichostatin A, ein HDAC-Hemmer, gehemmt werden (Imai et al., 2000). Die HDACs 
der Klasse I befinden sich im Nukleus der eukaryontischen Zelle, während die HDACs 
der Klasse II sich entweder im Nukleus oder im Zytoplasma der eukaryontischen Zelle 
befinden (De Ruijter et al., 2003). Die HDACs der Klasse II werden durch bestimmte 
Transportproteine vom Nukleus ins Zytoplasma oder umgekehrt befördert (Kao et al., 
2001). Die Tabelle 1 zeigt die bisher im Menschen und in der Hefe identifizierten 
HDACs. 
 





in der Hefe 
         Klasse I HDACs 1, 2, 3, 8 und 11                 Rpd3 
         Klasse II HDACs 4, 5, 6, 7, 9 und 10                 Hda1 
         Klasse III SIRT 1-7                 Sir2 
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Die HDACs und HATs liegen in der Zelle als hochmolekulare Multiproteinkomplexe mit 
Co-aktivator- oder Co-repressoraktivität vor. HDAC1 und HDAC2 gehören den 
Multiproteinkomplexen Sin3 (switch independent 3) und NURD (nucleosome remodeling 
and deacetylation) an (Ahringer, 2000). Dabei konnten Heinzel und Kollegen zeigen, 
dass der Multiproteinkomplex bestehend aus HDACs und Sin3 zur transkriptionellen 
Repression führt (Heinzel et al., 1997). Die Multiproteinkomplexe können über 
Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel Steroidhormonrezeptoren (nuclear hormone 
receptors, NR) oder Thyroidhormonrezeptoren (TR) an die DNA binden (Cress und 
Seto, 2000). Co-repressoren, die als Brücken zwischen HDAC-Komplexen und 
Transkriptionsfaktoren fungieren, sind beispielsweise SMRT (silencing mediator of 
retinoid and thyroid hormone receptors) und N-Cor (nuclear receptor co-repressor) (Xu 
et al., 1999). Zurzeit weiss man, dass die Co-repressoren SMRT und N-CoR als Co-
faktoren an die HDACs 3, 4, 5 und 7 binden (Guenther et al., 2001; Fischle et al. 2001, 
2002). In Abb. 4 soll schematisch dargestellt werden, wie die HDACs in 
Multiproteinkomplexen über Co-repressoren und Transkriptionsfaktoren an die DNA 















2.5 Der epigenetische Code 
Es wird vermutet, dass die Expression der Gene nicht nur alleine durch den DNA-Code 
determiniert wird (Mai et al., 2005). Die Epigenetik befasst sich mit dem Studium von 
veränderten Genfunktionen, die mitotisch oder meiotisch vererbbar sind und keine 
veränderte DNA-Sequenz beinhalten (Lengauer et al., 1998; Jones und Laird, 1999). 
Der wichtigste Unterschied zwischen epigenetischen und genetischen Mechanismen 
besteht darin, dass epigenetische Veränderungen durch chemikalische Agenzien 
reversibel gemacht werden können (Verma und Srivastava, 2002). Die zwei 
Hauptmechanismen der Epigenetik bestehen in der Modifikation von Histonproteinen 
und der DNA-Methylierung. 
Die DNA-Methylierung verändert die Interaktion zwischen Proteinen und DNA. Dies 
führt zur Veränderung der Chromatinstruktur und somit zu einer Erhöhung oder 
Erniedrigung der Transkriptionsrate, abhängig davon, ob positiv- oder negativ-
regulierende Gene involviert sind (Mai et al., 2005). Speziell die Methylierung von CpG-
Inseln, das sind an der C5-Position methylierte Cytosine, führt zur Bindung von diversen 
Proteinen (z.B. Sin3), welche HDACs oder andere Transkriptionsrepressoren 
rekrutieren, um eine stark kondensierte Chromatinstruktur zu bilden. Die stark 
kondensierte Chromatinstruktur verhindert das Andocken von Transkriptionsfaktoren. 
Folglich werden bestimmte Gene nicht mehr produziert, die zum Beispiel das 
Wachstum von Tumorzellen verhindern könnten (Jones, 1998; Nan, 1998). Viele 
Tumorsuppressorgene, die in diversen Tumoren inaktiviert sind, haben stark methylierte 
Promotoren; unter normalen Bedingungen sind die Promotoren unmethyliert und die 
spezifischen Gene werden transkribiert (Esteller et al., 1999).  
Der zweite Hauptmechanismus der Epigenetik besteht in einem komplexen Netzwerk 
von Modifikationen (Azetylierung, Phosphorylierung und Methylierung) von Seitenketten 
der Histone. Dabei entstand die Histoncode-Hypothese, die sich mit der 
genspezifischen Tanskriptionskontrolle auseinandersetzt. Die Histoncode-Hypothese 
besagt, dass die Expression eines Gens davon abhängig ist, welcher Lysinrest an 
bestimmten Histonen azetyliert ist. Der unterschiedliche Azetylierungsstatus führt dann 
zu einer veränderten Chromatinstruktur und damit zu einer unterschiedlichen 
Genexpression. Es wird vermutet, dass der Code durch Histon-modifizierende Enzyme 
gesetzt wird und durch Non-Histonproteine entziffert wird. Man nimmt an, dass das 
Nukleosom fähig ist, epigenetische Informationen von einer Zellgeneration zur nächsten 
zu übertragen (Strahl und Allis, 2000; Jenuwein und Allis, 2001; Turner 2002). 
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Die Epigenetik ist wichtig für die Tumorzellforschung, weil mit chemischen Agenzien die 
Transkription von bestimmten Tumorsuppressorgenen gefördert werden könnte, indem 





Die HDACs spielen eine wichtige Rolle in der Karzinogenese, da sie die Differenzierung, 
die Proliferation und die Apoptose eukaryontischer Zellen beeinflussen.  Man hat 
festgestellt, dass in Tumorzellen die HDACs überexprimiert werden, und dabei die 
Transkription von spezifischen Tumor supprimierenden Genen verändert oder sogar 
erniedrigt sein kann. Es wurden mehrere klein-molekulare Hemmer gegen die 
verschiedenen Typen  von HDACs identifiziert, und einige davon (z.B. SAHA) werden 
schon auf klinischer Basis untersucht. Mehrere Studien zeigen, dass die HDAC-
Hemmer Gene reaktivieren können, welche die Zellproliferation abschwächen, die 
Apoptose fördern und somit die Effizienz von Chemo- und Radiotherapie steigern 
(Senguputa und Seto, 2004; Dokmanovic und Marks, 2005; Drummond et al., 2005). 
Die Entdeckung von HDAC-Hemmer, welche in der Lage sind, die durch Hemmung von 
HDACs eine Verschiebung des dynamischen Gleichgewichts der Azetylierung von 
Histonen in Richtung Hyperazetylierung herbeizuführen, bedeutete für die Forschung 
einen immensen Fortschritt bei der Untersuchung der Bedeutung dieser 
Chromatinmodifikationen (Yoshida et al., 1990). Es gibt 6 verschiedene Klassen von 
HDAC-Hemmer (Drummond et al., 2005). Diese sind: 
 
 
- kurzkettige Fettsäuren (z.B. VPA) 
- Hydroxamsäuren (z.B. TSA und SAHA) 
- zyklische Tetrapeptide mit einem 2-Amino-8-Oxo-9,10-Epoxy-Decanoyl (AOE)-
Rest 






HDAC-Hemmer vom Hydroxamsäure-Typ, z.B. TSA und SAHA, haben drei basische 
Komponenten (Abb. 5):  
(a) Ein Hydroxamsäureteil, das die Oberfläche von HDACs erkennt.  
(b) Ein hydrophobes Distanzstück („spacer“), das eine optimale Länge hat, um die 
Länge der hydrophoben Tasche der HDAC auszuspannen.  
(c) Eine hydrophobe Kappe („cap“), die den Eingang zur aktiven Seite blockiert  
 
 
Abb. 5: Schematische Darstellung des HDAC-Hemmers SAHA. 




Die HDACs besitzen eine Tasche, die ein Zink-Ion enthält, welches über 
Wasserstoffbrücken mit einem Histidinrest, zwei Aspartatresten und einem 
Wassermolekül in Verbindung steht. Das Zink-Ion der HDACs ist der Angriffspunkt für 
HDAC-Hemmer. TSA beispielsweise bindet an die HDAC, indem es seine lange 
aliphatische Kette in die HDAC-Tasche einschleust und multiple Kontakte (van der 
Waals-Kräfte) mit hydrophoben Resten der Tasche bildet (Finnin et al., 1999). 
Wie schon erwähnt, bewirken die HDAC-Hemmer Wachstumsstopp, Differenzierung 
und Zelltod in Tumorzellen (Senguputa und Seto, 2004; Dokmanovic und Marks, 2005; 
Drummond et al., 2005). HDAC-Hemmer können die Angiogenese in Tumorzellen 
hemmen, die Caspase-abhängige Apoptose und auch den Caspasen-unabhängigen 
autophagolytischen Zelltod auslösen (Kim et al., 2001; Henderson et al., 2003; Shao et 
al., 2004; Ungerstedt et al., 2005). Daneben induzieren die HDAC-Hemmer eine 
Akkumulation von azetylierten Histonen in Tumorzellen, welche den Zellzyklus in der 
G1- und der G2-Phase arretiert. Die Arretierung des Zellzyklus wird durch die HDAC-
  a    b    c 
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Hemmer verursachte erhöhte Transkriptionsrate des p21-Gens erklärt, welches ein 
wichtiger Faktor in der Zellzyklussteuerung ist (Richon et al., 1998, 2000). 
In Microarrays hat man das Trankriptionsprofil von HDAC-Hemmer untersucht und 
erstaunlicherweise entdeckt, dass nur zirka 2% der mRNA durch HDAC-Hemmer 
moduliert wird (Glaser et al., 2003). Diese Befunde lassen vermuten, dass die 
Regulation der Genexpression durch Azetylierung ein hoch selektiver Prozess ist. 
Die HDAC-Hemmer induzieren im Gegensatz zu den Tumorzellen in den gesunden 
Zellen keinen Zelltod (Ungerstedt et al., 2005). Klinische Studien bestätigen, dass die 
HDAC-Hemmer eine hohe Antitumoraktivität gegenüber einem breiten Spektrum von 
Neoplasien aufweisen, und bei Krebspatienten die therapeutische Konzentration auf 
toxikologischer Ebene sehr gut toleriert wird (Kelly et al., 2005). 
 
2.6.1 Trichostatin A 
Trichostatin A (TSA) war der erste HDAC-Hemmer, der beschrieben wurde (Yoshida et 
al., 1990). TSA ist ein Fermentationsprodukt aus dem Bakterium Streptomyces 
hygroscopius. TSA wurde erst als Mykolytikum eingesetzt, später entdeckte man, dass 
es die Proliferation von Tumorzellen hemmte. TSA gehört zu der Gruppe der 








Da die Produktion von TSA sehr teuer und ineffizient ist, werden andere wirksame 
HDAC-Hemmer gesucht. Zurzeit ist Oxamflatin das einzige Medikament in der 
Hydroxamsäuregruppe, dass in vitro die gleiche Potenz wie TSA aufweist (de Ruijter et 
al., 2003). Zahlreiche Studien zeigen, dass TSA eine hohe Antitumor-Aktivität aufweist. 
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Im folgenden werden einige Beispiele wiedergegeben: TSA hemmt die Proliferation und 
fördert die Apoptose in hepatozellulären Karzinomen und blockiert den Zellzyklus in 
Ovarialkarzinomen, indem das p21-Gen hinaufreguliert wird (Herold et al., 2002; Strait 
et al., 2002; Richon et al., 2000), wobei Yoshida und Beppu schon in den 90er-Jahren 
postulierten, dass TSA einen Zellzyklusarrest induziert (Yoshida und Beppu, 1988). 
Jang und Kollegen zeigten, dass TSA die vermehrte Expression von Östrogen-
Rezeptoren in chemoresistenten Mammakarzinomzellen förderte, welche daraufhin 
gegenüber dem Zytostatikum Tamoxifen sensibilisiert wurden (Jang et al., 2004). TSA 
hat auch die Fähigkeit via transkriptionaler Aktivierung das Membrananker-Glykoprotein 
RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein with kazal motifs) in humanen 
Lungentumorzellen hinaufzuregulieren. RECK hemmt die Matrixmetalloprotease 2 
(MMP-2), die Tumormetastase und die Angiogenese von Tumorzellen (Liu et al., 2003). 
 
2.6.2 Suberoylanilid-Hydroxamsäure 
Suberoylanilid-Hydroxamsäure (SAHA), welches wie TSA zu der Gruppe der 
Hydroxamsäuren gehört (Abb. 8), hemmt die HDACs in mikromolarer Konzentration 
und führt wie TSA zu einem Zellzyklusarrest (Richon et al., 1998). SAHA bewirkt in 
normalen gesunden Zellkulturen eine Erhöhung des reduzierten Proteins Thioredoxin 
(TRX-SH-SH), welches das ROS (free radical oxygen species) bindet. ROS ist ein 
Radikal, das den Zelltod induzieren kann. In transformierten Zellen, welche eine erhöhte 
Menge an Thioredoxin enthalten und somit eine Resistenz gegenüber Zytostatika 
entwickeln, induziert SAHA die Expression von TBP-2 (thioredoxin binding protein 2), 
welches Thioredoxin bindet und inaktiviert. Durch diesen Mechanismus wird ROS 
freigesetzt, und somit die Induktion des Zelltodes ermöglicht (Butler et al., 2002; 
Ungerstedt et al., 2005). In einer Studie wurde gezeigt, dass SAHA eine Polyploidie in 
humanen Kolonkarzinomzelllinien und humanen Mammakarziomzelllinien induzieren 
kann. In den polyploiden Zellen findet eine kontinuierliche DNA-Synthese mit 
fehlerhafter Zytokinese statt. Dabei verlieren die Tumorzellen die Fähigkeit zur 













Die Valproinsäure (VPA) gehört zur Gruppe der kurzkettigen Fettsäuren (Abb. 9). VPA 
wird vor allem für die Therapie von Epilepsien eingesetzt. Man konnte erst in letzter Zeit 
zeigen, dass VPA HDACs hemmen kann (Göttlicher et al., 2001). VPA hemmt die 
Angiogenese von Tumorzellen in vitro und in vivo, induziert eine Differenzierung in 
Tumorzellen und wirkt auf Gene, die für die Proliferation und die Apoptose relevant sind 
(Gurvich et al., 2004; Michaelis et al., 2004; Thelen et al., 2004; Blaheta et al., 2005). In 
humanen Endometriumzellen konnte man nachweisen, dass VPA über die Arretierung 
des Zellzyklus das Wachstum von Tumorzellen hemmte. Bei akuten myeloischen 
Leukämiezellen, welche das zur Chemoresistenz führende p-Glykoprotein und Protein 
MRP1 enthielten, konnte durch VPA die Proliferation gehemmt und die Apoptose 
induziert werden (Takai et al., 2004; Tang et al., 2004). Der Nachteil der VPA ist, dass 
sie gegenüber den HDACs der Klasse II sehr schwach wirken und teratogene 








Der Gebrauch und die Wirkung von Medikamenten im Allgemeinen und von 
Chemotherapeutika bei der Krebsbekämpfung im Speziellen werden durch das 
Phänomen der Resistenz eingeschränkt. Der Begriff Chemoresistenz ist vielseitig 
definiert und wird deshalb für verschiedene Teilbereiche verwendet. Es wird unter 
anderem unterschieden zwischen physiologischer Resistenz, biologischer Resistenz, 
biochemischer Resistenz, und jeweils auch noch zwischen intrinsischer („de novo“) und 
erworbener („acquired“) Resistenz. Etwas vereinfacht gesagt, ist die intrinsische 
Resistenz schon vor einer Exposition mit einem Chemotherapeutikum vorhanden, 
während bei der erworbenen Form die Resistenz nach einer Exposition mit einem 
Chemotherapeutikum auftritt - meist durch Selektion durch das Chemotherapeutikum 
bis sich ein stabiler Chemoresistenzphänotyp durchgesetzt hat. Die einzelnen 
Resistenzformen sind in vielen Übersichtsarbeiten und Büchern detailliert beschrieben 
(z.B. in: Cancer drug resistance, ed. B.A. Teicher, 2006; Roberti et al., 2005; Larsen et 
al., 2000) und sollen hier nicht weiter ausgeführt werden. Die molekularen, biologischen 
und physiologischen Ursachen der Chemoresistenz sind vielfältig und zeigen sich 
oftmals in Veränderungen in Zellzyklus- und/oder Apoptoseverhalten, im Umsatz von 
Metaboliten, im Transport von Chemotherapeutika in die Tumorzelle hinein oder aus der 
Tumorzelle hinaus, und in der Effizienz und Präzision von DNA-Reparaturprozessen. 
Klar scheint jedenfalls, dass nicht nur ein Gen oder eine kleine Gruppe von Genen für 
die Chemoresistenz verantwortlich ist, sondern das Resultat von multiplen 
interagierenden Faktoren ist. 
Im Folgenden wird auf zwei Ursachen von Chemoresistenz näher eingegangen. Es sind 
dies zum einen eine spezielle Form der DNA-Reparatur, nämlich die DNA Mismatch 
Reparatur (=DNA Mismatch Repair), welche eine wichtige Rolle in der Chemoresistenz 
spielt, und zum anderen ein relativ neuer Resistenztyp, nämlich derjenige verursacht 
durch die Histondeazetylasen-Hemmern. 
 
2.7.1 Chemoresistenz durch defekte DNA Mismatch Reparatur 
Genmutation, d.h. Veränderungen in der DNA-Basensequenz, können unter 
Umständen zur Bildung von Zellvarianten führen, welche auf Kosten anderer Zellen 
unkontrolliert wachsen können. Im Extremfall kann dieses unkontrollierte Zellwachstum 
zu Krebs führen. Um dies zu verhindern - oder wenigstens einzudämmen – haben sich 
verschiedene Systeme in der Zelle entwickelt, welche solche Replikationsfehler 
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erkennen und korrigieren können. Eines davon ist das so genannte DNA Mismatch 
Repair (MMR)-System. Seine Funktion besteht in der Erkennung und Reparatur von 
fehlgepaarten („mismatched“) DNA-Basenpaaren, welche während der Replikation 
spontan auftreten können. Dieses System besteht beim Menschen aus mehreren 
Proteinen mit definierten Funktionen. Die einen (MSH2, MSH3, MSH6) erkennen die 
Basenfehlpaarungen und die anderen (MLH1, PMS2, PMS1) sind, zusammen mit 
anderen Replikations- und Reparaturproteinen (u.a. Nukleasen, Polymerasen und 
Ligasen), für die eigentliche Reparatur zuständig und wahrscheinlich auch für die 
Signalübertragung zur Steuerung des Zellzyklus und für die Aktivierung der Apoptose 
zuständig. Dieses MMR-System trägt daher entscheidend zur Erhaltung der DNA-
Basensequenz (Genomstabilität) und zur Reduktion der Mutationsrate bei. Die 
Eigenschaften und Funktionen des MMR-Systems sind in zahlreichen 
Übersichtsarbeiten detailliert beschrieben (u.a.: Modrich und Lahue, 1996; Jiricny, 1998; 
Kolodner und Marsischky, 1999; Marra und Schär, 1999; Fedier und Fink, 2004). Bei 
Defekten im MMR-System durch Mutationen in den MMR-Genen kann diese 
Reparaturfunktion nicht mehr ausgeübt werden, was zu einer Anhäufung von 
Replikationsfehlern und Mutationen in den Genen selbst aber auch in nicht-kodierenden 
Abschnitten im Genom (Mikrosatelliten) führt (Eshleman et al., 1996; Duval und 
Hamelin, 2002). Dies kann zu Krebs führen (Fishel und Kolodner, 1995; Jiricny und 
Nyström-Lahti, 2000; Peltomaki, 2003). Eine vererbbare Form ist das so genannte 
„hereditary non-polyposis colon cancer“ (HNPCC)-Syndrom beim Menschen, direkt 
verursacht durch Mutationen in MMR-Genen. Es gibt auch sporadische (nicht-erbliche) 
Formen, welche in den meisten Fällen durch die epigenetische Stilllegung („silencing“) 
des MLH1-Gens durch Promotorhypermethylierung verursacht werden und welche zu 
einem Fehlen des MLH1-Proteins führen (Herman et al., 1998). Bei Mammakarzinomen 
konnte eine reduzierte MLH1-Expression gefunden werden (Murata et al., 2005).  
Eine andere wichtige Fähigkeit des MMR-Systems ist es, bei DNA-Schäden den 
Zellzyklus zu stoppen und - im Falle von DNA-Schädigungen grösseren Ausmasses - 
die Apoptose einzuleiten (Hawn et al., 1995; Brown et al., 1997; D’Atri et al., 1998; 
Zhang et al., 1999; Li, 1999; Bellacosa, 2001). Viele Studien einschliesslich diejenigen 
dieses Labors zeigten, dass Tumorzellen mit defektem MMR-System gegenüber einer 
Vielzahl von Zytostatika resistent waren. So zeigten MMR-defiziente Zellen eine 
Resistenz gegenüber Topoisomerase-Inhibitoren wie z.B. Doxorubicin und Etoposid 
(Fedier et al., 2001), Platinverbindungen wie z.B. Cisplatin und Carboplatin (Fink et al., 
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1996), alkylierende Agenzien wie z.B. Temozolomid (Friedman et al., 1997) und 
Antimetaboliten wie z.B. 6-Thioguanin (Swann et al., 1996). Andere Zytostatika 
hingegen blieben auch in MMR-defizienten Zellen wirksam, wie z.B. Taxane (Aebi et al., 
1997; Fedier et al., 2001), einige DNA-interkalierende Substanzen wie Brostallicin 
(Fedier et al., 2003) und einige Platinverbindungen wie z.B. Oxaliplatin (Fink et al., 
1996). Leider gibt es zurzeit nur wenige Substanzen, die spezifisch bei MMR-
defizienten Tumorzellen wirken. Die Entdeckung von neuen Zytostatika, welche eine 
spezifische Wirkung gegen MMR-defiziente Tumorzellen aufweisen, und die 
Bestrebung, durch molekulare, genetische und pharmakologische Methoden die MMR-
assoziierte Chemoresistenz zu umgehen, wird von grosser Bedeutung sein (Mackay et 
al., 2000; Samimi et al., 2000). 
 
2.7.2 Chemoresistenz bei Histondeazetylasen-Hemmer 
HDAC-Hemmer haben eine potente toxische Wirkung spezifisch in Tumorzellen, und 
einige davon sind bereits in klinischer Evaluation oder werden bereits in der 
Krebsbekämpfung angewandt (Dokmanovic und Marks, 2005; Rosato und Grant, 2004). 
Kürzlich konnte aber gezeigt werden, dass Tumorzellen eine Resistenz gegenüber dem 
HDAC-Hemmer FK228 (ein Depsipeptid) entwickeln können, welche mit einer 
Expression der MDR1-Effluxpumpe assoziiert ist (Xiao et al., 2005; Yamada et al., 
2006). Somit besteht die Möglichkeit, dass HDAC-Hemmer nicht nur potente 
Chemotherapeutika sondern auch potenzielle Verursacher von Chemoresistenz sind. 
Dies konnte kürzlich durch die Arbeiten von Dr. A. Fedier und seinem Arbeitsteam 
bestätigt werden. Sie konnten zeigen, dass eine sequenzielle, mehrfache Behandlung 
von MLH1-profizienten und -defizienten Tumorzellen mit ansteigenden Konzentrationen 
von SAHA zu stabilen, 2- bis 3-fachen SAHA-resistenten Zellvarianten führte. Die 
SAHA-resistenten Varianten waren ebenfalls 2- bis 3-fach kreuz-resistent gegenüber 
TSA und VPA. Der MLH1-Status der Zellen spielte dabei keine Rolle, und es zeigte sich 
auch, dass diese SAHA-induzierte Resistenz nicht mit der Expression von „Multidrug 
resistance“-Effluxpumpen (MDR1) assoziiert war. Dies liesse auf einen 
Resistenzmechanismus schliessen, der verschieden von demjenigen verursacht durch 





2.8 Zielsetzung der Arbeit 
Die für SAHA gezeigten Resultate sollen um den HDAC-Hemmer TSA erweitert werden. 
Ziel der Arbeit ist es - analog zu SAHA -, (i) durch sequenzielle, mehrfache Behandlung 
von MLH1-profizienten und MLH1-defizienten Zellen putativ TSA-resistente Varianten 
zu erzeugen sowie (ii) die eventuelle Kreuzresistenz gegenüber SAHA und VPA, (iii) die 
Stabilität (Reversibilität/Irreversibilität) dieser putativ resistenten Varianten und (iv) die 
Rolle von MLH1 bei einer allfälligen Resistenzentwicklung zu ermitteln. Sollte sich auch 
bei TSA eine Resistenzentwicklung zeigen, könnte dies ein wichtiger Hinweis für 





3 Material und Methoden 
 
3.1 Material 
3.1.1 Zellkulturmedien, -reagenzien und -materialien 
G(eniticin)-418 (Sulfat) Invitrogen, Basel, Schweiz 
HBSS (Hepes Buffered Saline Solution) Invitrogen, Basel, Schweiz 
Iscove’s modified Dulbecco’s Medium Invitrogen, Basel, Schweiz 
Fötales Rinderserum (FCS), hitze-inaktiviert Oxoid, Basel, Schweiz 
Trypsin Invitrogen, Basel, Schweiz 
 
3.1.2 Zelllinien 
Die (parentale) humane kolorektale Adenokarzinomzelllinie HCT116 (ATCC CCL 247) 
stammt von einer Zellkulturbank (American Type Culture Collection). Die HCT116 
Zelllinie trägt eine hemizygote Mutation im MLH1-Gen und exprimiert deshalb ein nicht-
funktionelles MLH1-Protein und ist dementsprechend MMR-defizient (Boyer et al., 
1995). Diese parentale HCT116 Zelllinie war Ausgangspunkt für die Herstellung der 
HCT116+ch3 Zelllinie, welche mit dem Chromosom 3 (trägt das Wildtyp-Gen für MLH1) 
komplementiert wurde (Koi et al., 1994) und somit MMR-profizient gemacht wurde. Aus 
Gründen der Chromosomen-Balance wurde ebenfalls eine Zelllinie HCT116+ch2 
hergestellt (trägt zusätzlich das Chromosom 2), wobei diese MMR-inkompetent bleibt 




Trichostatin A (=TSA) Sigma, Buchs, Schweiz 
Suberoylanilid-Hydroxamsäure (=SAHA) Alexis Biochemicals, Lausen, Schweiz 
Valproinsäure (=VPA) Sigma, Buchs, Schweiz 
 
Die Substanzen wurden in Ethanol (TSA), in DMSO (SAHA) oder in Wasser (VPA) 








Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden im Iscove’s modified Dulbecco’s 
Medium, ergänzt mit 10% FCS und Geneticin-418 (400 µg/ml), bei 95% relativer 
Luftfeuchtigkeit, 5% CO2 und 37°C im Wärmeschrank (Inkubator; Brouwer, Luze rn, 
Schweiz) in Zellkulturflaschen (25 cm2) kultiviert. In der Regel wurden die Zellen 
routinemässig alle 4-5 Tage umgesetzt (trypsinisiert und gesplittet), und ein Teil davon 
wurde beispielsweise mit einer 1:10 Verdünnung weiterkultiviert (propagiert). Falls 
notwendig wurde die Zelldichte, d.h. Anzahl Zellen pro Volumen Medium, mit einem 
Hämatozytometer (Neubauer-Kammer, Brand, Wertheim, Deutschland) bestimmt. Der 
andere Teil der Zellen wurde für die Durchführung der Experimente gebraucht. Dieses 
Vorgehen ist in Abb. 10 schematisch beschrieben. 
 
3.2.2 Erzeugung von mehrfach TSA-vorbehandelten Varianten 
Die MLH1-profizienten (HCT116+ch3) und MLH1-defizienten (HCT116+ch2) Zellen 
wurden 8 Mal hintereinander mit ansteigenden Konzentrationen von TSA behandelt, 
beginnend mit 20 nM TSA. Dieser Wert entspricht der IC90-Konzentration von TSA, 
welcher mit dem Clonogenic Assay ermittelt wurde (Abb. 12). Das Vorgehen war im 
Wesentlichen folgendes. Je 100'000 HCT116+ch3 Zellen und HCT116+ch2 Zellen in 
Medium wurden in 12.5 cm² Zellkulturflaschen angesetzt und 24 Stunden später mit 
TSA behandelt. Das TSA-enthaltende Medium wurde nach 72 Stunden durch TSA-
freies Medium ausgewechselt. Dabei war klar zu beobachten, dass nach der TSA-
Behandlung deutlich weniger Zellen in der Flasche waren. Die noch vorhandenen 
Zellen wurden zwecks Proliferierung für weitere 5-8 Tage kultiviert. Danach wurden die 
Zellen wiederum umgesetzt. Ein Teil der Zellen wurde bei -80°C eingefroren. Vom 
anderen wurden wiederum 100'000 Zellen angesetzt und mit TSA behandelt. Dieses 
Protokoll wurde 8 Mal wiederholt, wobei bei jeder „Runde“ die TSA-Konzentration bis zu 
einer Konzentration von 800 nM TSA erhöht wurde. Die Wachstumsraten aller vier 
Zelllinien waren vergleichbar. Sie wurde errechnet aufgrund der Verdopplungszeit 
zwischen einer Propagation und der darauf folgenden und über eine 
Beobachtungsperiode von 6 Wochen gemittelt. Die so erzeugten Subzelllinien wurden 
als HCT116+ch2/TSA (MLH1-defizient) und HCT116+ch3/TSA (MLH1-profizient) 
bezeichnet. 
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      1.    2.       10. Neue Zellkultur ansetzen        
 
       3.    4. 
 
9. Auszählen der Zellen in den 4 grossen Eckquadraten; Summe  
 durch 4 dividieren und Ergebnis mit 10'000 multiplizieren 
 Beispiel: 1. 250 Zellen 
  2. 300 Zellen 
  3. 180 Zellen 
  4. 210 Zellen 
                     ------------------- 
        940 / 4 x 10'000 = 2'350'000 Zellen/ml 
 
Abb. 10.  Protokoll zur Zellkultivierung. 
10a. 4 neue Zellkulturflaschen mit 7ml Medium und 
        G418-Sulfat füllen 
10b. Von den Falcon Tubes die gewünschte 
       Anzahl von Zellen in µl in die entsprechenden 
       Zellkulturflaschen transferieren  
10c. Zellkulturflasche in den Inkubator stellen          
 
1. Medium absaugen 
2. HBSS dazugeben und absaugen 
3. Trypsin dazugeben  
4. Inhalt in Falcon Tubes transferieren, 




6. Medium absaugen 
7. 1ml Medium dazugeben 
8. Von jedem Falcon Tube 
    10µl auf Zählkammer  
    geben     
11. Clonogenic Assay 
 
Falcon Tubes 
Zellkulturflaschen mit Medium und 4 verschiedenen Zelllinien 
HCT116+ch3 HCT116+ch2 HCT116+ch3/TSA HCT116+ch2/TSA 
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3.2.3 Clonogenic Assay und Giemsa-Färbung 
Seit den sechziger Jahren wurden zur Testung der Empfindlichkeit (Sensitivität) und 
Resistenz von Tumorzellen viele Methoden entwickelt. Der Clonogenic Assay wurde 
erstmals 1977 beschrieben (Hamburger et al., 1977). Dabei werden Tumorzellen 
prätherapeutisch auf ihre Sensitivität gegenüber Zytostatika untersucht, indem ihr 
Wachstum, respektive ihre Fähigkeit zur Vermehrung (Koloniebildung) bestimmt wird. 
Dieser Assay wurde in dieser Arbeit zur Bestimmung der Sensitivität der neu erzeugten 
(vorbehandelten) Subzelllinien HCT116+ch3/TSA und HCT116+ch2/TSA und 
derjenigen der entsprechenden nicht-vorbehandelten HCT116+ch3 und HCT116+ch2 
Zelllinien gegenüber TSA, SAHA und VPA angewendet. Zu diesem Zweck wurde eine 
bestimmte Anzahl von Zellkulturschalen vorbereitet, in welchen Zellen (400) in 4ml 
Medium pro Zellkulturschale ausgesät werden. Die ersten drei Platten dienten als 
(unbehandelte) Kontrolle und wurden deshalb nicht behandelt. In die anderen (immer in 
Triplikaten) wurden nach 24 Stunden Inkubationszeit entweder TSA, SAHA oder VPA in 
verschiedenen Mengen dazugegeben (behandelte Kulturen). Danach wurden die 
Schalen im Inkubator für weitere 6-8 Tage zur Koloniebildung kultiviert. 
Diese Kolonien wurden anschliessend mit Essigsäure:Ethanol (1:3-Mischung) fixiert (ca. 
20 Minuten) und mit Giemsa gefärbt (ca. 20 Minuten). Nach der Färbung wurde die 
Giemsa-Lösung abgegossen und die Schalen wurden im Wasser geschwenkt 
(Auswaschen der Schalen) und getrocknet. Danach wurden die Zellkolonien unter dem 
Mikroskop gezählt. Eine Zellkolonie wird allgemein definiert als eine Ansammlung 
(Kolonie) von mindestens 50 Zellen. Dieses Vorgehen ist schematisch beschrieben in 
Abb. 11. 
 
3.2.4 Auswertung und Statistik 
Die relative Anzahl der Kolonien (angegeben in Prozent der unbehandelten Kontrolle) 
wurde gegen die Konzentration des entsprechenden Histondeazetylasen-Hemmer 
aufgetragen. Aus dem Diagramm wurden die IC50-Werte für die Zelllinien und die 
entsprechenden Subzelllinien bestimmt. Jedes Experiment wurde mindestens 3-mal 
durchgeführt. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. 
Alle angegebenen p-Werte beziehen sich auf den zweiseitigen Student’s t-Test. Ein 
Wert p<0.05 wird als statistisch signifikant betrachtet. 
  
1. Pro Zellkulturplatte werden 400 Zellen / 4ml Medium benötigt: d.h. bei 9 Zellkulturplatten 





Abb. 11.  Schematisch Darstellung des Clonogenic Assays. 
  A 
3600 Zellen 
         + 
36ml Medium 
3600 Zellen 
         + 
36ml Medium 
3600 Zellen 
         + 
36ml Medium 
3600 Zellen 
         + 
36ml Medium 
2. Je 400 Zellen / 4ml Medium in die 
    Zellkulturplatten transferieren 
  A   A   B   B   B   C   C   C 
4. In Inkubator stellen und nach 24h Medikament dazugeben      
  A   A   A   B   B   B   C   C   C 
5. In den Inkubator stellen 









3. Für die restlichen drei Zelllinien Schritt 1 wiederholen 
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4.1 Herstellung der TSA-vorbehandelten Subzelllinien 
Zur Herstellung der mehrfach-vorbehandelten Zelllinien wurde zuerst die IC90-
Konzentration, d.h. diejenige Konzentration von TSA, bei welcher 90% der Kolonien 
„verschwunden“ sind, beziehungsweise noch 10% zu sehen sind, mittels des 
Clonogenic Assays bestimmt. Die Abb. 12 zeigt, dass diese Konzentration sowohl für 
die MLH1-defizienten (HCT116+ch2) als auch die MLH1-profizienten (HCT116+ch3) 
Kolonadenokarzinomzelllinien bei 20 nM TSA liegt. Dies bedeutet auch, dass der so 
genannte MLH1-Status der Zelllinien bezüglich der Sensitivität gegenüber TSA keine 















Abb. 12. Clonogenic Assay nach einer Behandlung von MLH1-defizienten (HCT116+ch2) und 
MLH1-profizienten (HCT116+ch3) Tumorzellen mit TSA. Dargestellt ist der prozentuale Anteil 
von Kolonien (= überlebende Zellen; Survivals) (y-Achse) als Funktion der Konzentration von 
TSA (x-Achse). Mittelwert ± Standardabweichung (SD) von drei unabhängigen Experimenten. 
 
 
Ausgehend von dieser Anfangsselektionskonzentration (20 nM TSA) wurden die beiden 
Zelllinien solange repetitiv mit ansteigenden Konzentrationen von TSA (wie in der 


















































Subzelllinien eine relative Resistenz zu beobachten war. Dies schien nach 8 
Wiederholungen bei einer Endselektionskonzentration von 800 nM TSA der Fall zu sein, 




4.2 Sensitivität gegenüber TSA 
Zu diesem Zweck wurde untersucht, ob die Subzelllinien, welche – wie oben 
beschrieben – 8-mal mit ansteigenden Konzentrationen von TSA vorbehandelt wurden, 
eine Resistenz, beziehungsweise eine verminderte Sensitivität gegenüber TSA 
aufweisen. Die Zellen wurden mit Konzentrationen von 0, 5, 10, 15, 20 und 25 nM TSA 
behandelt, und für die Auswertung wurde die relative Anzahl der Kolonien gegen die 
Konzentrationen von TSA aufgetragen (Abb. 13). Es zeigte sich, dass die MLH1-
defiziente HCT116+ch2/TSA Subzelllinie eine verminderte Sensitivität gegenüber TSA 















Abb. 13. Clonogenic Assay nach TSA Behandlung von MLH1-defizienten (HCT116+ch2) und 
MLH1-profizienten (HCT116+ch3) Tumorzelllinien (ausgezogene Linien) und der 
entsprechenden 8-mal vorbehandelten Subzelllinien (HCT116+ch2/TSA und HCT116+ch3/TSA; 
gestrichelte Linien). Der prozentuale Anteil von Kolonien (= Survivals; y-Achse) ist dargestellt 
als Funktion der TSA-Konzentration (x-Achse). Mittelwert ± SD von 4 unabhängigen 
Experimenten. 
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Um die Sensitivitäten zu vergleichen, wurden die entsprechenden IC50-Werte (d.h. 
diejenige Konzentration, bei welcher die Zahl der Kolonien um die Hälfte reduziert war) 
bestimmt. Diese Werte und die entsprechende Statistik sind untenstehend 
zusammengefasst (Tab. 2). 
 
 
Tabelle 2: IC50-Werte nach Behandlung mit TSA 
Zelllinie IC50 (nM)a Resistenzb p-Wertc 
HCT116+ch2   8.0 ± 0.4   
HCT116+ch3   7.9 ± 1.6   
HCT116+ch2/TSA 14.1 ± 1.0 1.76 0.001 
HCT116+ch3/TSA   7.2 ± 0.7 0.91 0.402 
 
a) Mittelwerte ± SD von vier unabhängigen Experimenten. b) Resistenz; Verhältnis der IC50-
Werte zwischen der MLH1-defizienten Subzelllinie (HCT116+ch2/TSA) und der entsprechenden 
Zelllinie (HCT116+ch2), beziehungsweise zwischen der MLH1-profizienten Subzelllinie 
(HCT116+ch3/TSA) und der entsprechenden Zelllinie (HCT116+ch3). c) Statistische Signifikanz 




Der in der Tabelle dargestellte Vergleich zeigt, dass der IC50-Wert für die MLH1-
defiziente Subzellline HCT116+ch2/TSA deutlich (1.76-fach) grösser ist als der 
entsprechende Wert für die HCT116+ch2 Zelllinie. Der Unterschied ist zudem statistisch 
signifikant (p=0.001). Hingegen sind die entsprechenden Werte für die MLH1-
profizienten Zellen nur geringfügig (0.91-fach) und statistisch nicht-signifikant (p=0.402) 
voneinander verschieden. 
Aus diesen Daten kann gefolgert werden, dass die Vorbehandlung mit TSA nur bei der 
MLH1-defizienten HCT116+ch2 Zelllinie zu einer Resistenz führt, während dies bei der 
MLH1-profizienten HCT116+ch3 Zelllinie nicht der Fall ist. Damit scheint die 































4.3 Sensitivität gegenüber SAHA 
SAHA ist chemisch mit TSA verwandt und gehört ebenfalls zur Klasse der 
Hydroxamsäure-Typ HDAC-Hemmern. Die Frage war, ob die TSA-resistenten 
Subzelllinien auch so genannt kreuz-resistent gegenüber SAHA sind. Dies wurde 
wiederum mit einem Clonogenic Assay getestet. Die Resultate sind als Dosis-

















Abb. 14. Clonogenic Assay nach SAHA Behandlung von MLH1-defizienten (HCT116+ch2) und 
MLH1-profizienten (HCT116+ch3) Tumorzelllinien (ausgezogene Linien) und der 
entsprechenden 8-mal vorbehandelten Subzelllinien (HCT116+ch2/TSA und HCT116+ch3/TSA; 
gestrichelte Linien). Dargestellt ist der prozentuale Anteil von Kolonien (= Survivals; y-Achse) 





Wie schon bei der Behandlung mit TSA zeigte sich auch bei einer Behandlung der TSA-
vorbehandelten Subzelllinien mit SAHA eine deutliche (2.5-fache) und statistisch 
signifikante (p=0.002) Resistenzentwicklung nur bei den MLH1-defizienten, nicht aber 
bei den MLH1-profizienten Zellen (1.1-fach, p=0.749). 
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Daraus kann gefolgert werden, dass die Vorbehandlung mit TSA bei der MLH1-
defizienten HCT116+ch2 Zelllinie auch zu einer Kreuz-Resistenz gegenüber SAHA führt, 
und dass in diesem Zusammenhang die Abwesenheit des MLH1-Proteins eine Rolle 
spielt. Zudem ist auch ersichtlich, dass es keinen Sensitivitätsunterschied gegenüber 
SAHA zwischen den nicht-vorbehandelten MLH1-defizienten HCT116+ch2 und den 
MLH1-profizienten HCT116+ch3 Zelllinien gibt, da die entsprechenden IC50-Werte nicht 
voneinander verschieden sind. 
 
 
Tabelle 3: IC50-Werte nach Behandlung mit SAHA 
Zelllinie IC50 (µM)a Resistenzb p-Wertc 
HCT116+ch2  0.9 ± 0.4   
HCT116+ch3  0.9 ± 1.6   
HCT116+ch2/TSA 2.4 ± 0.3 2.52 0.002 
HCT116+ch3/TSA  1.0 ± 0.4 1.10 0.749 
 
a) Mittelwerte ± SD von vier unabhängigen Experimenten. b) Resistenz; Verhältnis der IC50-
Werte zwischen der MLH1-defizienten Subzelllinie (HCT116+ch2/TSA) und der entsprechenden 
Zelllinie (HCT116+ch2), beziehungsweise zwischen der MLH1-profizienten Subzelllinie 
(HCT116+ch3/TSA) und der entsprechenden Zelllinie (HCT116+ch3). c) Statistische Signifikanz 




4.4 Sensitivität gegenüber VPA 
VPA ist chemisch nicht mit TSA oder SAHA verwandt und gehört zur Klasse der 
Carboxylat-Typ HDAC-Hemmern. Wiederum war die Frage, ob die TSA-resistenten 
Subzelllinien auch kreuz-resistent gegenüber VPA sind. Die Resultate des 
entsprechenden Clonogenic Assays sind in Abb. 15 und in Tabelle 4 zusammengefasst. 
Diese Resultate zeigen, dass – wie bei TSA und SAHA - die 8-malige Vorbehandlung 
mit TSA zu einer signifikanten (2-fach, p=0.001) Resistenzentwicklung, allerdings nur 
bei der MLH1-defizienten Zelllinie führt. Dies trifft nicht zu für die MLH1-profiziente 
Zelllinie (0.97-fach, p=0.659). Es zeigte sich ebenfalls, dass – analog zu TSA und 


















Abb. 15. Clonogenic Assay nach VPA Behandlung von MLH1-defizienten (HCT116+ch2) und 
MLH1-profizienten (HCT116+ch3) Tumorzelllinien (ausgezogene Linien) und der 
entsprechenden 8-mal vorbehandelten Subzelllinien (HCT116+ch2/TSA und HCT116+ch3/TSA; 
gestrichelte Linien). Dargestellt ist der prozentuale Anteil von Kolonien (= Survivals; y-Achse) 




Tabelle 4: IC50-Werte nach Behandlung mit VPA 
Zelllinie IC50 (mM)a Resistenzb p-Wertc 
HCT116+ch2  2.4 ± 0.3   
HCT116+ch3  2.5 ± 0.2   
HCT116+ch2/TSA  4.7 ± 0.6 1.96 0.001 
HCT116+ch3/TSA  2.4 ± 0.4 0.97 0.659 
 
a) Mittelwerte ± SD von vier unabhängigen Experimenten. b) Resistenz; Verhältnis der IC50-
Werte zwischen der MLH1-defizienten Subzelllinie (HCT116+ch2/TSA) und der entsprechenden 
Zelllinie (HCT116+ch2), beziehungsweise zwischen der MLH1-profizienten Subzelllinie 
(HCT116+ch3/TSA) und der entsprechenden Zelllinie (HCT116+ch3). c) Statistische Signifikanz 



























4.5 Stabilität der Resistenz 
In der vorangegangenen Studie, bei welcher durch analoge Vorbehandlung von 
Tumorzellen eine Resistenz gegenüber SAHA und eine Kreuzresistenz gegenüber TSA 
und VPA erzielt werden konnte, zeigte sich, dass diese SAHA-induzierte Resistenz 
auch dann anhaltend war, wenn SAHA („Selektionsdruck“) nicht mehr im Kulturmedium 
vorhanden war. Die entsprechende Beobachtungsperiode dauerte knapp 6 Monate. Es 
wurde nun getestet, ob dies auch für TSA der Fall ist, d.h. ob die TSA-induzierte 
Resistenz nicht abbricht, wenn TSA nicht mehr im Kulturmedium vorhanden ist. Zu 
diesem Zweck wurde in periodischen Abständen, d.h. alle 3 Zellpropagationen, 
während knapp 4 Monaten Clonogenic Assays mit den vorbehandelten Zellen und den 
nicht-vorbehandelten Zellen durchgeführt. Danach zeigte sich, dass die TSA-induzierten, 
MLH1-defizienten Varianten ihre knapp 2-fache Resistenz im Vergleich mit den 
entsprechenden nicht-vorbehandelten, sensitiven Zellen beibehalten (Tabelle 5). Dies 
traf im Übrigen auch für die entsprechenden Kreuz-Resistenzen gegenüber SAHA und 
VPA zu. Dies lässt darauf schliessen, dass auch die TSA-induzierte Resistenz, 
respektive Kreuz-Resistenzen (bei den MLH1-defizienten Varianten) stabil sind. 
 
 
Tabelle 5: IC50-Werte der TSA-vorbehandelten Zelllinien und der nicht-vorbehandelten 
Zelllinien in Abhängigkeit der Beobachtungsperiode (knapp 4 Monate) 
Zelllinie IC50 (nM)a IC50 (nM)b IC50 (nM)c 
HCT116+ch2 10.4 7.9 9.2 
HCT116+ch2/TSA 17.7 13.8 16.3 
Resistenzd 1.70 1.75 1.77 
    
HCT116+ch3 10.5 7.3 8.9 
HCT116+ch3/TSA 9.6 7.3 8.6 
Resistenzd 0.91 1.00 0.97 
 
IC50-Werte und Resistenz ermittelt: (a) direkt nach abgeschlossener Vorbehandlung; (b) nach 9 
Propagationen (6 Wochen); und nach 17 Propagationen (14 Wochen). (d) Resistenz definiert 





5.1 Histondeazetylasen-Hemmer als potente Chemotherapeutika und potenzielle 
Verursacher von Resistenz 
Den HDAC-Hemmern wird eine wichtige Rolle bei der Bekämpfung von verschiedenen 
Krebsarten zugeschrieben. Einige HDAC-Hemmer werden schon auf klinischer Basis 
untersucht, wobei sich herausgestellt hat, dass die therapeutische Konzentration, die 
zur Hemmung des Tumorwachstums nötig ist, wenig Nebenwirkungen verursacht und 
somit von Krebspatienten gut toleriert wird. Es scheint auch, dass die Nebenwirkungen 
von HDAC-Hemmer im Gegensatz zu denen anderer Chemotherapeutika weniger 
gravierend sind, da die HDAC-Hemmer nur in Tumorzellen (tumorzellen-spezifisch) und 
nicht in gesunden Zellen den Zelltod induzieren (Kelly et al., 2005; Ungerstedt et al., 
2005). Man geht davon aus, dass die HDAC-Hemmer eine zentrale Rolle in der 
Tumorbekämpfung einnehmen werden. Sie können durch eine erhöhte Expression von 
Genen, welche spezifisch in Tumorzellen die Proliferation verhindern oder die Apoptose 
bewirken, die Effizienz von Chemo- und Radiotherapie erheblich steigern (Senguputa 
und Seto, 2004; Dokmanovic und Marks, 2005; Drummond et al., 2005). 
 
Leider ist bei der Chemotherapie von Tumorerkrankungen die Resistenzentwicklung 
gegenüber Chemotherapeutika eine häufig auftretende und gefürchtete Komplikation. 
Obwohl es noch keine Daten mit Patienten gibt, scheinen - zumindest aufgrund neuerer 
in vitro Studien - auch einige HDAC-Hemmer davon nicht verschont zu sein. In diesen 
Studien wurde eine Resistenzentwicklung durch den Depsipeptid-Typ HDAC-Hemmer 
FK228 beobachtet. Die Resistenz ist reversibel, und als Grund für die Reversibilität 
wurde die FK228-induzierte Induktion des MDR1 Multidrug-Resistance-Transporters 
identifiziert (Xiao et al., 2005; Yamada et al., 2005). MDR1 ist eine so genannte 
Effluxpumpe, welche Chemotherapeutika wie auch andere Toxine entweder aus der 
Zelle hinaustransportiert oder sie in intrazellulären Kompartimenten sammelt. Damit 
wird die effektive Chemotherapeutikumkonzentration und dementsprechend dessen 
Wirksamkeit in der Zelle reduziert. 
Das Labor um Dr. Fedier beschäftigt sich auch mit der Problematik der möglichen 
Resistenzentwicklung durch HDAC-Hemmer. Vor kurzem konnten er und seine 
Mitarbeiter beobachten, dass ein mehrfaches (sequenzielles) Behandeln von 
Tumorzellen mit ansteigenden Dosen von SAHA zu einer Resistenz nicht nur 
 32
gegenüber SAHA sondern auch zu einer Kreuz-Resistenz gegenüber TSA und VPA 
führt. Diese (Kreuz-)Resistenz ist nicht-reversibel und ist MDR1-unabhängig, was auf 
einen neuen, von FK228 verschiedenen Resistenztyp schliessen lässt. In ihrer Studie 
verwendeten sie eine MLH1-profiziente und eine MLH1-defiziente Zelllinie und fanden, 
dass dieser Effekt bei beiden Zelllinien auftrat, also unabhängig davon war, ob die 
Zellen das MLH1-Protein exprimierten oder nicht. Es stellte sich natürlich die Frage, ob 
diese Art von Resistenzentwicklung nur für SAHA zu beobachten war oder ob diese 
auch für andere HDAC-Hemmer wie beispielsweise TSA, welches strukturell mit SAHA 
verwandt ist und deshalb chemisch derselben Substanzklasse der Hydroxamsäure 
angehört, zutrifft. Dies zu prüfen war Inhalt der vorliegenden Arbeit. 
 
 
5.2 Histondeazetylasen-Hemmer-induzierte Resistenz: die möglichen Ursachen 
und die Rolle von MLH1 
Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass die Vorbehandlung mit TSA nur bei den Zellen, 
die kein funktionelles MLH1-Protein exprimieren, zu einer Resistenzentwicklung führt. 
Bei den Zellen, welche dieses Protein exprimieren, konnte keine Resistenzentwicklung 
beobachtet werden. Dies trifft auch für die Kreuz-Resistenz dieser TSA-resistenten, 
MLH1-defizienten Zellen gegenüber SAHA and VPA zu. Daraus lässt sich schliessen, 
dass neben SAHA auch TSA ein potenzieller Verursacher von Resistenz ist, dass dies 
aber (im Falle von TSA) nur bei Zellen mit fehlendem MLH1-Protein auftritt. Diese 
Beobachtung unterscheidet sich von derjenigen mit SAHA, wo die 
Resistenzentwicklung unabhängig vom Vorhandensein oder Fehlen von MLH1 war. Im 
Falle von TSA scheint die Expression des MLH1-Proteins eine Resistenzentwicklung 
durch TSA zu verhindern, was auf einen möglichen Zusammenhang zwischen HDACs 
und MLH1, beziehungsweise dem MMR-System, hinweisen könnte. Ein solcher 
Zusammenhang wird durch Daten einer anderen Arbeitsgruppe unterstützt, welche 
zeigten, dass die durch Hypoxie induzierte verminderte Expression des MLH1-Gens in 
Tumorzellen durch TSA verhindert werden konnte (Mihaylova et al., 2003). Die 
molekularen Mechanismen bleiben aber weiter unklar, und es bleibt die Frage, warum 
dies nur bei TSA nicht aber auch bei SAHA, welches chemisch zur selben 
Substanzklasse wie TSA gezählt wird, zu beobachten war. 
Nicht nur die mögliche Rolle von MLH1, sondern auch die allgemeine molekulare Basis, 
welche der mit SAHA und TSA beobachteten Resistenzentwicklung zugrunde liegt, ist 
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unklar. Die Resistenz gegenüber SAHA und TSA könnte auch aufgrund verminderter 
Interaktion zwischen HDAC-Hemmer und Zielmolekül (HDACs), erhöhter intrazellulärer 
Detoxifizierung der HDAC-Hemmer durch nicht-MDR-Systeme oder noch unbekannter 
zellulärer Signalkaskaden entstehen. Möglicherweise haben unsere Befunde vielerlei 
Ursachen, beispielsweise die veränderte Expression einer Vielzahl von Schlüsselgenen, 
welche die Zellproliferation und Apoptose regulieren. Es könnte auch sein, dass die 
Resistenzentwicklung eine nicht-HDAC-bedingte Ursache hat. 
 
 
5.3 Resistenz durch FK228 versus SAHA und TSA: ein Vergleich 
Offenbar gibt es Unterschiede zwischen dieser Arbeit mit TSA und denjenigen mit 
FK228 (Yamada et al., 2006; Xiao et al., 2005). Das Ausmass der TSA-induzierten 
Resistenz ist etwa 2-fach. Es ist damit etwa gleich gross wie dasjenige, welches für 
SAHA in diesem Zusammenhang beobachtet wurde. Diese etwa 2-fache Resistenz ist 
verglichen mit derjenigen, welche bei der früheren Studie (Xiao et al., 2005) mit FK228 
beobachtet wurde (bis zu 10’000-fach) eher klein. In dieser früheren Studie korrelierte 
die FK228-induzierte Resistenz mit einer Expression der MDR1 Multidrug Resistance-
Pumpe. Hingegen zeigte sich, dass die Resistenzentwicklung mit SAHA MDR1-
unabhängig war. Ob dies auch für den hier beschriebenen Fall für TSA zutrifft, wird 
weiter untersucht, und erste Hinweise deuten darauf hin, dass sowohl die SAHA-
induzierte Resistenz wie auch die hier beschriebene TSA-induzierte Resistenz nicht mit 
der MDR1-Expression einhergehen. Somit könnte der hier beobachteten 
Resistenzentwicklung ein neuer, möglicherweise noch unbekannter Mechanismus 
zugrunde liegen. 
Ein weiterer möglicher Unterschied zwischen dieser Arbeit und der früheren Studie mit 
FK228 (Xiao et al., 2005) könnte die Stabilität der induzierten Resistenz betreffen. In 
der Studie von Xiao und seinen Mitarbeitern war die Resistenz reversibel und zwar 
bedingt durch die (reversible) Induktion der MDR1-Pumpe durch FK228 selbst. Die 
Resultate mit SAHA haben gezeigt, dass diese SAHA-induzierte Resistenz irreversibel 
ist, d.h., dass die induzierten, resistenten Zellen diese Resistenz auch in Abwesenheit 
des Selektionsmediums (=SAHA) beibehalten. Zurzeit wird im Labor abgeklärt, ob dies 




5.4 Bedeutung der Resultate und Ausblick 
Aus den Resultaten dieser Arbeit lässt sich sagen, dass TSA ein möglicher Verursacher 
von Resistenz ist, und dass im Falle von TSA die Resistenzentwicklung mit dem Fehlen 
des MLH1-Proteins korreliert. Diese Resultate erweitern diejenigen früherer Studien, 
und sie könnten Teil eines allgemeineren Prinzips sein, nach welchem HDAC-Hemmer 
nicht nur nachweislich tumorizide Wirkung haben, sondern auch Ursache für 
Resistenzentwicklung sein können. 
Mit Blick in die Zukunft ist ebenfalls klar, dass diese hier beschriebenen in vitro Befunde 
sich in Tiermodellen und dann später in klinischen Studien bei Patientinnen und 
Patienten reproduziert werden müssen, um ihre Relevanz allenfalls zu bestätigen. Oder 
um es anders auszudrücken: ist diese moderate, hier in vitro beobachtete Resistenz 
ausreichend, um eine Chemotherapie basierend auf HDAC-Hemmern negativ zu 
beeinträchtigen? Weiter sollte untersucht werden, ob unsere Befunde gewebespezifisch 
sind, ob sie nur zelllinien-spezifisch sind, und ob sich diese HDAC-Hemmer-induzierte 
Resistenz auch auf die therapeutische Wirksamkeit von einigen anderen (nicht-HDAC-
Hemmer-Typ) Substanzen wie beispielsweise Cisplatin, Doxorubicin (=Adriamycin), 
Docetaxel und anderen auswirkt. 
Um Antworten auf diese Fragen zu erhalten, müssen weitere Studien durchgeführt 
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